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1. UVOD 
Morski beskralješnjaci imaju važnu ulogu u održavanju homeostaza u morskom 
ekosustavu. Filtriraju morsku vodu ili probavljaju sediment, pa ako su izloženi okolišnim 
promjenama odgovaraju promjenom aktivnosti pojedinih organa. Upravo zbog toga koriste se 
kao bioindikatorski organizmi za praćenje stanja ekosustava i stupnja onečišćenja. 
Hemociti/celomociti čine prvi red obrane morskih beskralješnjaka koji su izloženi okolišnim 
promjenama, i kao takvi odgovaraju na stresne uvjete, te se koriste se za praćenje okolišnih 
uvjeta (Fafanđel i sur., 2008).  
 
1.1. Holothuria tubulosa Gmelin, 1791 
Običan trp H. tubulosa, (Slika 1) (koljeno Echinodermata, razred Holothuroidea, red 
Aspidochirotida, porodica Holothuriidae) je bentoski organizam na kojem su rađena brojna 
istraživanja u područjima genetike i fiziologije prvenstveno zbog njegove sposobnosti 
regeneracije unutrašnjih organa. Rasprostranjen je u Sredozemlju i istočnom dijelu Atlantskog 
oceana (Tortonese, 1965). Vrlo je česta vrsta i u Jadranskom moru te nastanjuje sve vrste 
podloga do 100 m dubine (Šimunović i sur., 2000). H. tubulosa je detritofag (hranu probavlja 
iz progutanog pijeska i mulja), hranjenjem i kretanjem stalno miješa gornje slojeve sedimenta, 
a fecesom obogaćuje okolni sediment organskom tvari, te na taj način bitno određuje procese 
u ekosustavu mora (Matoničkin i sur., 1981; Roberts i sur., 2003; Michio i sur., 2003; Coulon 
i sur., 1992). 
H. tubulosa je krupna, crnosmeđa i bradavičasta životinja valjkastog oblika dugačka 
do 35 cm. Za razliku od ostalih bodljikaša koji imaju pentamernu simetriju trpovi su 
vanjštinom bilateralno simetrični. Na vršnom dijelu imaju štitasta ticala, dobro razvijene 
ambulakralne nožice i vodena pluća, a u koži mnogo vapnenih pločica različitog oblika 
(Matoničkin i sur., 1981). H. tubulosa nema Cuvierove cjevčice, a pri jakom podražaju 
izbacuje utrobu kroz analni otvor, te ju nakon toga regenerira (Riedl, 1983; Matoničkin i sur., 
1981; Garcia-Arraras i Greenberg, 2001). Iako nema spolnog dimorfizma, spolovi su odvojeni 
i nema hermafroditizma. Oplodnja je vanjska (Riedl, 1983). 
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Tjelesnu šupljinu ili celom ispunjava celomska tekućina koja ima nekoliko funkcija: 
prenosi plinove, hranjive i otpadne tvari, te služi kao hidroskelet. Ta tekućina je po sastavu 
slična morskoj vodi i kruži organizmom zahvaljujući gibanju trepetljiki celotela (Matoničkin i 
sur., 1981). U celomskoj tekućini nalazi se više vrsta celomocita koji sudjeluju u transportu 
hranjivih tvari, kisika, eskreciji te humoralnom i staničnom imunitetu. Humoralni imunitet je 
neutralizacija ili uklanjanje stranih tvari proizvodnjom ili lučenjem humoralnih faktora. 
Stanični imunitet je uklanjanje stranih tvari fagocitozom, staničnom inkapsulacijom, ili 
specifičnom staničnom citotoksičnošću. (Matoničkin i sur., 1981; Smith, 1981; Lawrence, 
1987; Smiley, 1994; Cooper, 1976; Greenberg, 1989; Eliseikina i Magarlamov, 2002).  
 
 
Slika 1. Običan trp Holothuria tubulosa 
 
 
1.1.1. Celomociti 
H. tubulosa ima pet vrsta celomocita: fagocite (amebocite), sferulocite, vibratilne, 
kristalne i progenitorne stanice. Nema hemocita kao ni ostali trpovi iz reda Aspidochirotida. 
Pretpostavlja se da se kisik kroz celomsku tekućinu prenosi pomoću respiratornih pigmenata 
(Smith, 1981; Eliseikina i Magarlamov, 2002). 
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1.1.1.1. Fagociti 
Fagociti (ili amebociti) imaju promjer od 3 do 40 μm. Jezgra im je okrugla ili u obliku 
zrna graha s izraženom jezgricom (Eliseikina i Magarlamov, 2002). U citoplazmi se nalaze 
brojne vezikule, a endoplazmatski retikulum i Golgijev aparat su veoma razvijeni što ukazuje 
na aktivnu sekreciju, vjerojatno vezanu za sekreciju lizosomalnih enzima (Fontaine i Lambert, 
1977; Smith, 1981; Canicatti i sur., 1989a; Smiley, 1994; Eliseikina i Magarlamov, 2002). 
Fagociti imaju dva oblika, obzirom na izgled pseudopodija, petaloidan (latičast) i filopoidan 
(nitast; Slika 2). U nekim vrstama bodljikaša dokazan je prelazak fagocita iz petaloidnog 
oblika u filopoidan, a u nekim vrstama dokazan je i reverzibilan proces iako nikad ne dolazi 
do kompletne transformacije (Edds, 1980; Otto i sur., 1979). Dokazano je da petaloidni 
fagociti trpa Holothuria leucospilota stalno mijenjaju broj "latica", a do fagocitoze dolazi čim 
"latica" susretne stranu česticu na način da "latica" zarobi stranu česticu i započne je 
transportirati prema jezgri. Čim je strana čestica zarobljena počinje transformacija stanice iz 
petaloidnog u filopoidan oblik i na taj način stanica postane pokretljivija. Prelazak fagocita iz 
petaloidnog u filopoidan oblik je dakle proces induciran fagocitozom stranih čestica (Chia i 
Xing, 1996). U zdravim jedinkama filopoidni fagociti su rijetki, a njihov broj se povećava 
nakon ubrizgavanja stranog materijala (Eliseikina i Magarlamov, 2002). 
Fagociti vrlo efikasno prepoznaju strane čestice (bakterije, naročito Gram-pozitivne 
bakterije, ostatke stanica, strane stanice i ostale čestice) u celomskoj tekućini i uklanjaju ih 
(Smith, 1981; Johnson, 1969a; Johnson i Chapman, 1970). Smatra se da su analogni 
makrofagima kod kralješnjaka (Fontaine i Lambert, 1973; Ratcliffe i Millar, 1988). Dokazano 
je da lizosomalni enzimi celomocita trpa Holothuria polii razgrađuju razne vrste biološkog 
materijala, kao što su bakterije, ostaci stanica i ostalo (Canicatti, 1988; Canicatti i Miglietta, 
1989; Canicatti i Roch, 1989; Canicatti, 1990; Canicatti i Tschopp, 1990; Canicatti i Götz, 
1991; Canicatti i Seymour, 1991; Sammarco i Canicatti, 1991). Nerazgradive čestice budu 
fagocitirane i izbačene iz tijela na način da fagociti (s nerazgradivim česticama) izlaze iz 
celomske tekućine preko vodenih pluća i vodožilnog sustava (Bayne, 1990; Brown, 1967). 
Istraživanje provedeno protočnom citometrijom na vrsti H. leucospilota dokazalo je da 
fagociti uspješno uklanjaju strani materijal – npr., u istraživanju u kojem su korištena 
fluorescentna zrnca lateksa, 0,5 milijuna fagocita je u 2 sata fagocitiralo 3,08 milijuna zrnaca 
(Chia i Xing, 1996). 
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Slika 2. Shematski prikaz fagocita trpa Holothuria leucospilota: a) petaloidan fagocit, b) filopoidan fagocit 
(Preuzeto iz Chia i Xing, 1996). 
 
Fagociti također sudjeluju u inkapsulaciji. Ako je strano tijelo veće od samog fagocita, 
fagociti se zajedno sa sferulocitima okupe oko stranog tijela te ga na taj način zarobe. Tako 
nastaju takozvana "smeđa tijela" (Hetzel, 1965; Canicatti i sur., 1989b; Canicatti i Quaglia, 
1991; Bayne, 1990; Isaeva i Korenbaum, 1990). Pokusi s transplantatima su pokazali da u 
nekih vrsta bodljikaša fagociti, sferulociti i progenitorne stanice sudjeluju u odbacivanju 
transplantata i odgovorni su za uništavanje stranog tkiva (Hildemann i Dix, 1972; Karp i 
Hildemann, 1976), odnosno da su fagociti jedine stanice odgovorne za odbacivanje 
transplantata (Bertheussen, 1979). Također se vjeruje da filopoidni fagociti (Slika 3A) igraju 
važnu ulogu u stvaranju ugrušaka nakon ozljeda, na način da se fagociti trpa spajaju pomoću 
pseudopodija i na taj način stvaraju ugrušak (Edds, 1977; Canicatti i Farina-Lipari, 1990). 
 
1.1.1.2. Sferulociti 
Sferulociti su okrugle ili jajaste stanice promjera od 8 do 20 μm. Citoplazma 
sferulocita je ispunjena granulama (Slika 3B) promjera od 2 do 5 μm koje prikrivaju 
nepravilnu jezgru (Chia i Xing, 1996; Smith, 1981; Smiley, 1994). Kod nekih vrsta trpova 
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granule su čvrsto pripijene uz staničnu membranu pa stanica izgleda kao morula (Fontaine i 
Hall, 1981; Chia i Xing, 1996). Histokemijskom analizom dokazano je da granule sadrže 
mukopolisaharide, proteine i lipide (Fontaine i Lambert, 1977; Canicatti i sur., 1989a; 
Eliseikina i Magarlamov, 2002). Smatra se da su sferulociti analogni mastocitima kod 
kralješnjaka (Fontaine i Lambert, 1973; Ratcliffe i Millar, 1988). Postoje različite podjele 
sferulocita ovisno o boji, o morfološkim i strukturalnim karakteristikama granula te o njihovoj 
poziciji unutar stanice. Crveni sferulociti su nađeni kod ježinaca, a bezbojni, zeleni i žuti 
sferulociti pronađeni su kod stapčara i trpova (Endean, 1966; Smith, 1981). Sferulociti kod 
vrste H. leucospilota su zelene boje (Chia i Xing, 1996). Na osnovu ultrastrukturalnih 
karakteristika granula, sferulociti se mogu podijeliti na tri grupe: sferulociti tipa I, sferulociti 
tipa II i sferulociti tipa III (Canicatti i sur., 1989a). Granule sferulocita tipa I su homogeno 
raspoređene unutar citoplazme, granule sferulocita tipa II su raspoređene u gusto nabijenu 
nakupinu okruženu rjeđom ovojnicom, a granule sferulocita tipa III su bezbojne i nepravilnog 
oblika. U različitim vrstama sferulocita različit je sastav granula i hidrolitička aktivnost 
enzima unutar granula: sferulociti tipa I imaju izraženu aktivnost peroksidaza, u sferulocitima 
tipa II nepoznata je enzimatska aktivnost, a sferulociti tipa III imaju veoma izraženu aktivnost 
kiselih fosfataza. Kod sferulocita tipa III potvrđena je prisutnost melanina koji se povezuje sa 
staničnom obranom (D'Ancona i Canicatti, 1989; Chia i Xing, 1996). 
Dokazano je ameboidno kretanje sferulocita što bi moglo biti povezano s pinocitozom 
(Fontaine i Lambert, 1977; Chia i Xing, 1996). Primijećeno je i puknuće stanične membrane, 
najčešće uslijed fiksacije uzorka u laboratoriju, te izlazak granula iz stanice, a potvrđena je i 
spontana desferulizacija, što bi moglo biti povezano sa zacjeljivanjem ozljeda trpa (Smith, 
1981; Chia i Xing, 1996). Dokazano je da sferulociti kod ozljeda veoma brzo pucaju i dešava 
se desferulizacija, te nastaje kolagen za fibrilarno tkivo na ozlijeđenom mjestu (Coffaro i 
Hinegardner, 1977). Moguće je da sferulociti otpuštaju humoralne obrambene faktore kao što 
su lizini, aglutinini i antioksidacijski enzimi (Dolmatova i sur., 2004). U vrste Eupentacta 
quinquesemita dokazana je bitna uloga sferulocita u izgradnji izvanstaničnog matriksa za 
vrijeme regeneracije nakon izbacivanja utrobe (Byrne, 1986).  
Kao što je i prije navedeno sferulociti sudjeluju u inkapsulaciji i stvaranju smeđih 
tijela zajedno s fagocitima. Smeđa boja dolazi upravo od melanina, pigmenta koji se nalazi u 
granulama sferulocita (Hetzel, 1965; Canicatti i sur., 1989b; Canicatti i Quaglia, 1991; Smith, 
1981).  
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U vrste H. polii dokazana je desferulizacija granula sferulocita u smeđim tijelima i 
otpuštanje enzima, te je na taj način probavni učinak veoma sličan fagocitozi (Canicatti i 
sur., 1989b). 
 
 
Slika 3. Celomociti trpa  Apostichopus japonicus skenirajućim elektronskim mikroskopom (SEM): A – 
filopoidan fagocit, B – sferulocit, C – kristalna stanica, D – progenitorna stanica. Oznake: p – pseudopodij; sg – 
sekrecijska granula; n – jezgra. Mjerilo: 2 µm (Preuzeto iz Xing i sur., 2008). 
 
U vrste trpa Pentacta pygmea primijećena je promjena boje celomske tekućine, iz žute 
u crvenu, nakon što se dva dana za redom organizmu izoliralo po 0,2 do 0,3 ml celomske 
tekućine. Promjena boje se dešava zbog ispuštanja crvenog pigmenta (ehinokroma) iz 
sferulocita zbog stresa od ozljede i gubitka celomske tekućine (Smith, 1983). Isti taj pigment 
igra važnu ulogu u imobilizaciji mikroorganizama prilikom ozljeda jer djeluje kao 
dezinficijens (Johnson i Chapman, 1970).     
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1.1.1.3. Vibratilne stanice 
Vibratilne stanice su male okrugle stanice s dugim bičem. Promjer stanice je otprilike 
5 do 10 μm, a bič, kojim se pokreću, može biti dug 20 do 50 μm (Chia i Xing, 1996; Johnson, 
1969b; Bertheussen i Seljelid, 1978). Moguće je da vibratilne stanice svojim kretanjem 
pomažu cirkulaciji celomske tekućine (Smith, 1981). Vibratilne stanice su po strukturi i 
veličini veoma slične nezrelim fagocitima (amebocitima), samo što imaju dugi bič (Eliseikina 
i Magarlamov, 2002).   
 In vitro je dokazano izlučivanje mukoidne tvari iz vibratilnih stanica koja se veoma 
brzo nakon izlučivanja pretvara u gel. U slučaju ozljeda na ozlijeđenom mjestu te stanice 
sudjeluju u stvaranju ugrušaka upravo zbog zgrušavanja celomske tekućine. Pretpostavlja se 
da su vibratilne stanice analogne trombocitima kod kralješnjaka (Johnson, 1969b; 
Bertheussen i Seljelid, 1978). 
  
1.1.1.4. Kristalne stanice 
Kristalne stanice su prepoznatljive po karakterističnom romboidnom obliku. Dužina 
im je 4 do 5 μm, a širina 7 do 8 μm. Stanica je ispunjena sferičnom ili pravokutnom 
inkluzijom (Slika 3C), srpasta jezgra je smještena na samoj periferiji stanice, a citoplazme 
ima veoma malo (Chia i Xing, 1996; Eliseikina i Magarlamov, 2002). Neki autori smatraju da 
je ta inkluzija kristal, koji se pod utjecajem manjeg osmotskog stresa, razgradi (Endean, 1958, 
1966; Smiley, 1994). Potrebno je naglasiti da se u celomskoj tekućini mogu naći i veoma 
slični celomociti s velikom centralnom vakuolom koja ne reagira na histokemijske boje i u 
kojoj se ponekad nalazi mali kristal. Primijećeno je da se ti celomociti pretvaraju u kristalne 
stanice u okolnostima kod kojih dolazi do povećanja osmotskog tlaka u mediju (Eliseikina i 
Magarlamov, 2002). Smatra se da kristalne stanice sudjeluju u osmoregulaciji upravo zbog 
reverzibilne kristalizacije (Chia i Xing, 1996; Eliseikina i Magarlamov, 2002). U vrste H. 
leucospilota taj centralni dio stanice je zelene boje (Chia i Xing, 1996). 
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1.1.1.5. Progenitorne stanice 
Progenitorne stanice su male okrugle ili jajaste stanice, promjera 6 do 8 μm, koje 
imaju veliku jezgru i veoma malo citoplazme (Slika 3D). Jezgra ima izraženu jezgricu, a u 
citoplazmi dominira endoplazmatski retikulum (Fontaine i Lambert, 1977; Canicatti i sur., 
1989a; Eliseikina i Magarlamov, 2002). Progenitorne stanice su nađene samo u stapčarima i 
trpovima (Smith, 1981). Pretpostavlja se, no nikad za to nije nađen dokaz, da su ove stanice 
prekursor ostalim celomocitima, kao fagocitima i sferulocitima (Fontaine i Lambert, 1977; 
Eliseikina i Magarlamov, 2002). Progenitorne stanice strukturalno i funkcionalno odgovaraju 
limfocitima kod kralješnjaka jer obje vrste stanica mogu proizvesti molekule slične 
antitijelima (Fontaine i Lambert, 1973; Ratcliffe i Millar, 1988). Kao što je već prije 
navedeno, progenitorne stanice sudjeluju, zajedno s fagocitima i sferulocitima, u odbacivanju 
transplantata i odgovorne su za uništavanje stranog tkiva (Hildemann i Dix, 1972; Karp i 
Hildemann, 1976). 
 
1.2. Protočna citometrija 
Protočna citometrija je tehnologija kojom se istovremeno mjere, a potom analiziraju 
mnoge fizikalne karakteristike pojedinih čestica, obično stanica, dok prolaze u suspenziji kroz 
snop svjetlosti (najčešće laser s valnom duljinom od 488 nm). Protočni citometar je 
kombinacija optike (lasera), mehaničkog sustava koji omogućuje protok čestica i 
elektroničkog računala. Uzorak može biti obojan prije analize protočnim citometrom. 
Najčešće se koristi fluorescentna boja koja se u stanici može vezati na membranske, 
citoplazmatske ili jezgrene dijelove. Mehanički sustav inducira protok čestica (stanica ili 
jezgara) što omogućuje analizu velikog broja čestica u vrlo kratkom razdoblju. Laser pomoću 
fotomultiplikatora stvara koherentno svjetlo koje pobuđuje fluorescenciju čestica obojanih 
fluorescentnom bojom. Tijekom prolaska čestice kroz svjetlo emitira se signal u vidljivom 
dijelu spektra (najčešće fluorescencija) koji optički filtri usmjeravaju prema odgovarajućem 
kanalu. Protočni citometar bilježi kako čestica odbija (raspršuje) upadnu lasersku zraku 
svjetlosti i kako fluorescira (emitira fluorescenciju). Dobiveni signali se pretvaraju u 
elektronički signal koje potom računalo obradi. Na računalu se dobiveni signali mogu 
prikazati u različitim kombinacijama na osnovu kojih se određuju brojni parametri, a budući 
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da se čestice analiziraju pojedinačno rezultat je mnoštvo podataka koje je moguće grupirati u 
populacije ovisno o razlikama u mjernim parametrima.  
Kalibracija mjernog aparata obavlja se pomoću standarda. U slučaju detekcije sadržaja 
DNA koriste se standardizirane kuglice, npr. DNA - Check Fluorospheres ili eritrociti pastrve. 
Kalibracijom se provjerava točnost i linearnost mjernog aparata, a optimalna rezolucija se 
postiže sporim protokom uzoraka. Kalibracijom se također osigurava i stalni položaj 
diploidnog maksimuma, stalna srednja vrijednost intenziteta fluorescencije i koeficijent 
varijacije (CV) kod fluorescencije unutar očekivanog raspona, te se tako postiže kontrola 
kvalitete analize DNA (Shapiro, 2005; Cossarizza i sur., 2005).   
1.3. Stanični ciklus 
Sve se eukariotske stanice razmnožavaju staničnom diobom na način da se roditeljska 
stanica dijeli te nastaju dvije stanice kćeri. Novonastale stanice dalje i same rastu i dijele se, te 
na taj način omogućuju nastajanje velikog broja stanica koje sve proizlaze od jedne 
roditeljske stanice.  
Stanični ciklus većine stanica sastoji se od četiri procesa koji su međusobno povezani: 
staničnog rasta, replikacije DNA, raspodjele udvostručenih kromosoma stanicama kćerima i 
podjele stanica (Slika 4). 
 
 
Slika 4. Stanični ciklus eukariota (Preuzeto iz Cooper i Hausman, 2010). 
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Stanični ciklus čine dva osnovna dijela: mitoza i interfaza. Mitoza (razdoblje 
staničnog ciklusa u kojem se odvajaju kromosomi stanica kćeri) i citokineza (dioba stanice) 
traju otprilike jedan sat, a ostalih 95% staničnog ciklusa zauzima interfaza (razdoblje između 
dvije mitoze). Tijekom interfaze se odvijaju stanični rast i replikacija DNA koji prethode 
diobi, kromosomi su dekondenzirani i raspoređeni po cijeloj jezgri, te jezgra tada morfološki 
izgleda jednolično. Interfaza je podijeljenja u tri faze: G1 - faza u kojoj je stanica metabolički 
aktivna i neprestano raste, ali bez replikacije DNA, S - faza (sinteza) u kojoj se odvija 
replikacija DNA i G2 - faza u kojoj se nastavlja stanični rast i sinteza proteina potrebnih za 
pripremu mitoze. Nakon G2 faze započinje mitoza (M faza). Faza mirovanja naziva se G0 
faza u kojoj se stanice ne dijele, a imaju isti sadržaj DNA kao i stanice u G1 fazi. Stanice u 
G0 fazi su metabolički aktivne, ali ne proliferiraju sve dok ih na to ne potaknu odgovarajući 
izvanstanični signali. 
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Slika 5. Histogramski prikaz sadržaja DNA određenog protočnom citometrijom nakon bojanja DNA 
fluorescentnom bojom. U okviru: histogrami sadržaja DNA za pojedine faze staničnog ciklusa.  
 
Stanice u različitim stadijima staničnog ciklusa mogu se raspoznati prema njihovom 
sadržaju DNA, pa se analiza staničnog ciklusa zasniva upravo na identifikaciji broja stanica u 
različitim fazama. Životinjske stanice u G1 fazi sadržavaju dvije kopije svakog kromosoma, tj. 
diploidne su i njihov se sadržaj DNA označuje kao 2n (gdje n označuje haploidni sadržaj 
DNA genoma). U S fazi, za vrijeme replikacije, sadržaj DNA povećava se sa 2n na 4n, tako 
da je u toj fazi sadržaj DNA između 2n i 4n. U G2 fazi i M fazi sadržaj DNA ostaje na 4n. 
Tek se nakon citokineze ponovno vraća na 2n. 
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Eksperimentalno se stanični sadržaj DNA može odrediti tako da se stanice inkubiraju s 
fluorescentnom bojom koja ima visoki afinitet vezanja na DNA molekulu, a potom se 
protočnom citometrijom analizira intenzitet fluorescencije te se na taj način određuje udio 
jezgri u fazama G1, S i G2/M staničnog ciklusa (Slika 5). Tako se količina DNA koristi kao 
marker stanične zrelosti u staničnom ciklusu jer može ukazati na proliferacijski status 
analiziranih čestica (Cooper i Hausman, 2010). Uslijed različitih vanjskih i unutrašnjih 
čimbenika može doći do oštećenja stanice s posljedicama koje bi mogle biti kobne ukoliko bi 
se stanica nastavila dijeliti. Promjenom staničnog ciklusa, zastojem ili zaustavljanjem 
proliferacije, sprječavaju se takve negativne posljedice. Razni genotoksični agensi iz okoliša 
dovode do oštećenja DNA (kromosomske aberacije, izmjena sestrinskih kromatida, nastajanje 
mikronukleusa, jednolančani i dvolančani lomovi i umrežavanja DNA), te uslijed toga dolazi 
do zastoja u proliferaciji (zaustavljanja G1 faze, "G1-arrest" i odgode G2 faze, "G2-delay"). 
Ako mehanizmi popravka DNA ne uspiju sanirati nastalu štetu dolazi do apoptoze, odnosno 
programirane stanične smrti kod koje dolazi do letalnih morfoloških promjena. Tijekom 
apoptoze, molekula DNA je fragmentirana, jezgra se raspada u male komadiće, te se u 
konačnici i sama stanica raspadne u komadiće okružene membranom (Slika 6) (Cooper i 
Hausman, 2010; Cossarizza i sur., 2005).  
Dokazano je da izlaganje dagnje Mytilus galloprovincialis raznim okolišnim agensima 
dovodi do promjena u staničnom ciklusu hemocita - potvrđene su razlike u integritetu DNA 
između jedinki (CV > 8), aneuploidija i apoptoza (Bihari i sur., 2003). 
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Slika 6. Histogramski prikaz sadržaja DNA određenog protočnom citometrijom kod stanica kod kojih je 
nastupila apoptoza. 
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2. CILJ I HIPOTEZA ISTRAŽIVANJA 
 
Cilj ovog istraživanja bio je utvrditi 
a)  dijele li se celomociti trpa u celomskoj šupljini,  
b) može li analiza staničnog ciklusa celomocita trpa protočnom citometrijom ukazati 
na pritisak antropogenih aktivnosti u okolišu u kojem je trp boravio tj. je li trp dobar 
bioindikatorski organizam za utvrđivanje prisutnosti genotoksičnih agensa u moru. 
U skladu s time postavljena je hipoteza da će antropogeni pritisak na postajama gdje 
su sakupljeni trpovi utjecati na stanični ciklus i integritet DNA. 
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3. MATERIJALI I METODE 
 
3.1. Kemikalije 
U radu su korištene slijedeće kemikalije: DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, PARTEC, 
Njemačka), Giemsa otopina za mikroskopiju u hematologiji i mikrobiologiji (1 L ≈ 0,99 kg, 
Giemsa solution, Kemika, Zagreb).  
 
3.2. Odabir postaja i uzorkovanje 
Trpovi su prikupljeni na tri postaje s različitim antropogenim pritiskom u okolici 
Rovinja, s dubina od 1 do 40 m (Slika 7). Postaja broj 1 (P1) je u kontrolnom području u 
otvorenim vodama gdje se pretpostavlja da je antropogeni pritisak minimalan. Na toj postaji, s 
dubina od 30 do 35 m, ronioci su prikupili 7 jedinki. Postaja broj 2 (P2) je podmorje ispod 
plutajućeg gorućeg broda UND Adriyatik. Teretni brod UND Adriyatik se 6. veljače 2008. g. 
zapalio 13 nautičkih milja zapadno od Rovinja. Obzirom da je u tom razdoblju godine vodeni 
stupac izmiješan, pretpostavka je da su produkti gorenja dospjeli do dna. U podmorju ispod 
linije kojom je zapaljeni brod plutao nošen strujama, u kratkom vremenskom razdoblju nakon 
incidenta, prikupljeno je 19 trpova s dubina od 35 do 40 m. Postaja broj 1 (P1) nalazila se 
izvan područja plutanja zapaljenog broda a uzorci su sakupljeni istovremeno kada i na P2. 
Postaja broj 3 (P3) je u rovinjskoj luci gdje je grabilom prikupljeno 8 jedinki s dubine od 1 m 
u ožujku 2013. Prikupljeni trpovi su preneseni u laboratorij te im je odmah izolirana celomska 
tekućina, a organizmi su potom vraćeni u more. 
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Postaja 3
Postaja 2
Postaja 1
 
Slika 7. Karta s označenim postajama. 
 
3.3. Priprema uzoraka i bojanje jezgri 
Celomska tekućina izolirana je špricom iz tjelesne šupljine lateralno, 3 do 5 cm od 
analnog otvora. 500 μl celomske tekućine je odmah nakon izolacije stavljeno u epruvete s 
400 μl natrij-citrata (VACUETTE®, Greiner Bio-One GmbH, Njemačka), da bi se spriječila 
koagulacija.  
Uzorak (500 μl) je nakon dodavanja 1 ml otopine DAPI (PARTEC, Njemačka), 
inkubiran na sobnoj temperaturi 5 minuta, te kasnije profiltriran kroz filter (30 μm) i 
analiziran protočnim citometrom.  
Za pripremu mikroskopskih preparata, u izoliranu celomsku tekućinu jedinki s 
postaje 3 dodano je 50 μl Giemsa otopine (Kemika) te inkubirano na sobnoj temperaturi 15 
minuta.  
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3.4. Protočna citometrija 
Za analizu celomocita korišten je PAS III protočni citometar (PARTEC, Njemačka), 
uz korištenje standardnih uvjeta (PARTEC, Njemačka) za detekciju DAPI signala (FL6), 
nakon pobude živinom lampom (100 W), uz brzinu protoka 200 - 400 stanica u sekundi. 
Instrument je baždaren po uputama proizvođača korištenjem standarda eritrocita pastrve 
obojenih DAPI bojom. 
Za određivanje staničnog ciklusa trpa analizirane su 34 jedinke i to minimalno 20 000 
stanica po jedinki. Napon fotomultiplikatora je podešen da se histogram 2C maksimuma održi 
na konstantnoj vrijednosti fluorescencije. Rezultati su prikazani kao histogram broja jezgri u 
svakom od 264 kanala (linearno amplificirana fluorescencija = gdje je broj kanala 
proporcionalan intenzitetu fluorescencije). Analiziran je položaj maksimuma koji se odnose 
na pojedine faze staničnog ciklusa, postotak stanica u svakom pojedinom maksimumu i 
koeficijent varijacije svakog pojedinog maksimuma korištenjem komercijalnog programa 
FloMax® - Software for Cytometry, Version 2.4 (PARTEC, Njemačka).   
 
3.5. Svjetlosna mikroskopija 
Uzorak celomske tekućine obojan Giemsa otopinom promatran je pod Olympus BX51 
svjetlosnim mikroskopom uz povećanje od 400x.  
Na mikroskop je postavljen fotoaparat Olympus Camedia C4040 Zoom kojim su 
fotografirane stanice i pohranjene u računalo. 
  REZULTATI 
 
16 
 
4. REZULTATI 
4.1. Celomociti 
U celomskoj tekućini sakupljenih jedinki vrste Holothuria tubulosa, svjetlosnim je 
mikroskopom utvrđeno postojanje šest različitih vrsta stanica (Slika 8).  
 
 
Slika 8. Celomociti trpa: A – petaloidan fagocit, B – vibratilna stanica, C – progenitorne stanice, D – bezbojni 
sferulocit, E – zeleni sferulocit , F – crveni sferulocit. 
 
  REZULTATI 
 
17 
 
Prva vrsta stanice (Slika 8A) ima nepravilan oblik. Jasno je vidljiva jezgra, a stanična 
membrana na jednoj strani ima pseudopodije u obliku latica, odnosno petaloidan oblik, pa se 
pretpostavlja da se radi o stanici fagocita.  
Druga vrsta stanica (Slika 8B) je veličinom manja od prve vrste stanica. Jezgra je 
jasno vidljiva, stanica je sferična i veoma je jasno uočljiv dugačak bič. Pretpostavlja se da je 
to vibratilna stanica 
Treća vrsta stanica (Slika 8C) je veličinom najmanja. Te stanice su okruglog oblika, a 
njihov najveći dio zauzima jasno vidljiva jezgra. Na Slici 8C vide se četiri takve stanice i 
pretpostavlja se da su to progenitorne stanice. 
Četvrta, peta i šesta vrsta stanica (Slika 8D, 8E, 8F) imaju veoma sličnu strukturu: 
ispunjene su granulama te podsjećaju na morulu. Jezgra im je skroz prekrivena granulama 
tako da nije uočljiva. Veličinom su slične prvoj vrsti stanica. Te tri posljednje vrste 
celomocita razlikuju se između sebe po boji granula. Jasno se razlikuju stanice s granulama 
koje možemo opisati kao prozirne ili bezbojne, stanice s granulama čija boja varira između 
plave i zelene, te stanice s granulama intenzivne crveno-ljubičaste boje. To su bezbojni 
sferulocit (Slika 8D), zeleni sferulocit (Slika 8E) i crveni sferulocit (Slika 8F). 
Svjetlosnim mikroskopom je uočena i stanična dioba celomocita (Slika 9). 
 
 
Slika 9. Stanična dioba celomocita. 
 
  REZULTATI 
 
18 
 
4.2. Sadržaj DNA i stanični ciklus 
Rezultati uključuju sadržaj DNA i analizu staničnog ciklusa celomocita jedinki trpa 
Holothuria tubulosa protočnom citometrijom sakupljenih na tri postaje u okolici Rovinja. 
Dvije postaje su pod antropogenim utjecajem (rovinjska luka - P3 i podmorje ispod plutajućeg 
gorućeg broda- P2), te jedna postaja kao kontrolno područje (P1). 
 
4.2.1. Postaja 1 
Histogram fluorescencije DNA u jezgrama celomocita trpa prikazan je na Slici 10. Iz 
histograma su vidljiva dva maksimuma. Prvi maksimum ima poziciju kanala na 45,05, a drugi 
maksimum ima poziciju kanala na 87,93 srednje vrijednosti broja kanala.  
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Slika 10. Raspodjela fluorescentnog signala jezgri celomocita trpa. 
 
Kod jedinki kod kojih je potvrđen stanični ciklus, analizom histograma fluorescencije 
izračunat je udio pojedinih faza staničnog ciklusa trpa i prikazan u Tablici 1. 
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Tablica 1. Udio pojedinih faza staničnog ciklusa kod jedinki s postaje 1 (P1). 
 
 
 
Srednja vrijednost postotaka stanica u G0/G1 fazi iznosi 88,51% (±2,38), u S fazi 
4,48% (±1,20), u G2/M fazi 7,01% (±1,30), a srednja vrijednost CV G0/G1, koji služi kao 
indikator kvalitete histograma (Bihari i sur., 1999), je 4,97% (±1,70). U jednoj jedinki je 
potvrđen stanični ciklus, ali je postotak stanica u S fazi 16,11%, a onih u G2/M fazi samo 
1,82%. U drugoj je pak uočen povećan broj stanica ispred maksimuma G0/G1 (Slika 11) koji 
bi mogli ukazivati na apoptotične fragmente. 
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Slika 11. Histogram fluorescencije jezgri celomocita kod kojih je nastupila apoptoza. 
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Dodatnom analizom raspodjele obojanih čestica obzirom na veličinu utvrđeni su 
apoptični fragmenti (Slika 12).  
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Slika 12. Raspodjela čestica obzirom na veličinu (FSC) i intenzitet fluorescentne boje (FL6) u uzorku 
celomocita s postaje P1. Na slici je označeno koji fragmenti ukazuju na apoptozu. 
 
U istom uzorku utvrđena je i prisutnost spolnih stanica (jaja) na karakterističnom 
položaju haploidnog sadržaja DNA i jezgre veće od somatskih jezgara. 
 
4.2.2. Postaja 2  
 
Na postaji 2, u 14 jedinki je utvrđen stanični ciklus, a analizom histograma 
fluorescencije izračunat je udio pojedinih faza staničnog ciklusa (Tablica 2). 
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Tablica 2. Udio pojedinih faza staničnog ciklusa kod jedinki s postaje 2 (P2). 
 
 
 
Srednja vrijednost postotaka stanica u G0/G1 fazi iznosi 89,20% (±4,36), u S fazi 
4,19% (±2,24), a u G2/M fazi 6,61% (±2,77). Srednja vrijednost CV G0/G1 je 6,29% (±1,17).  
Od 19 analiziranih trpova, u 5 jedinki nije uočen stanični ciklus. Histogram 
fluorescencije kod tih jedinki prikazuje samo jedan maksimum (Slika 13A). Osim izostanka 
staničnog ciklusa utvrđena je i velika raspršenost fluorescencije (Slika 13B) maksimuma 1.  
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Slika 13. Histogram fluorescencije jezgri celomocita trpa kod kojih nema staničnog ciklusa i imaju samo jedan 
maksimum: A – broj obojanih jezgara obzirom na sadržaj DNA (FL6); B – raspodjela obojanih jezgri (FL6) 
obzirom na veličinu (FSC).  
 
4.2.3. Postaja 3 
U svim uzorcima celomocita trpa sakupljenih u rovinjskoj luci utvrđen je stanični 
ciklus, a histogram fluorescencije DNA u jezgrama celomocita trpa prikazan je na Slici 14. 
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Slika 14. Histogram fluorescencije jezgri celomocita s utvrđenim staničnim ciklusom. 
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Analizom histograma fluorescencije izračunat je udio pojedinih faza staničnog ciklusa 
trpa i prikazan je u Tablici 3. Postotak stanica u G0/G1 fazi iznosi 91,07% (±2,90), u S fazi 
1,70% (±1,27), u G2/M fazi 7,25% (±1,03), a CV G0/G1 je 4,67% (±1,03). 
 
Tablica 3. Udio pojedinih faza staničnog ciklusa kod jedinki s postaje 3. 
 
 
 
Rezultati pokazuju da tri jedinke imaju snižen postotak stanica u S fazi, a kod jedne od 
tih jedinki je i postotak stanica u G2/M fazi znatno snižen. 
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5. RASPRAVA 
Analizom sadržaja DNA u celomocitima trpa Holothuria tubulosa sakupljenih na tri 
postaje s različitim antropogenim utjecajem pokušao se dokazati utjecaj antropogenog pritiska 
u okolišu na stanični ciklus i integritet DNA.  
U celomocitima trpa s kontrolnog područja (P1) dokazan je stanični ciklus u 6 jedinki. 
Histogram fluorescencije DNA jezgara celomocita prikazuje dva maksimuma koji ukazuju na 
broj jezgri u G0/G1 fazi (maksimum 1) i G2/M fazi (maksimum 2). Omjer njihovih položaja 
teoretski bi trebao iznositi 2, što je omjer 4n i 2n populacija jezgara, što bi trebalo ukazivati 
na stanični ciklus. Srednja vrijednost tog omjera kod svih analiziranih trpova kod kojih je 
potvrđen stanični ciklus iznosi 1,94 (±0,07). Nadalje, postotak jezgara u S fazi ukazuje da se 
celomociti dijele unutar celomske šupljine, što je također uočeno pod svjetlosnim 
mikroskopom. 
Kod jedne jedinke uočen je povećan broj stanica ispred maksimuma G0/G1, što 
ukazuje na manje fragmente DNA, te dokazuje apoptozu (Cossarizza i sur., 2005). Nadalje, 
kod jedne jedinke s istog područja, kod koje je postotak stanica u S fazi veći od postotka 
stanica u G2/M fazi, može se zaključiti da je došlo do intenzivne i nagle proliferacije 
celomocita.  
Takvi rezultati i CV G0/G1 4,97% (±1,70) koji ukazuje na relativno visok integritet 
DNA prema Bihari i sur., 2003 i Bihari i sur., 1999 dovode do očekivanog zaključka da 
jedinke s kontrolnog područja nisu pod utjecajem nikakvih genotoksičnih agensa.   
Obzirom na dokazane promjene staničnog ciklusa pod utjecajem zagađivala utvrđene 
u drugim beskralješnjacima (Bihari i sur., 2003), iz dobivenih rezultata se može vidjeti da 
rovinjska luka (P3) nije područje pod utjecajem genotoksičnih zagađivala jer nema promjena 
u staničnom ciklusu celomocita kao što su apoptoza, aneuploidija i razlika u integritetu DNA 
između jedinki (CV > 8) (Bihari i sur., 1999). U svim jedinkama s postaje 3 utvrđen je 
stanični ciklus. Ipak, kod tri jedinke kod kojih je veoma snižen postotak stanica u S fazi, 
ukazujući na zastoj pojedinih faza staničnog ciklusa i obzirom na visok integritet DNA koji 
služi kao indikator kvalitete histograma (CV G0/G1 iznosi 4,67% (±1,03)) (Bihari i sur., 
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1999), može se zaključiti da u tom području nema akutnih genotoksina već se radi o 
prirodnom fenomenu.  
Nadalje, rezultati pregleda mikroskopskih preparata svjetlosnim mikroskopom 
dokazali su prisutnost petaloidnih fagocita dok filopoidni fagociti nisu uočeni što potvrđuje da 
u tim jedinkama nisu prisutne strane tvari (Hérouard, 1889; Théel, 1919; Kindred, 1924) te 
dodatno ukazuje da rovinjska luka nije pod stresnim okolišnim uvjetima (Eliseikina i 
Magarlamov, 2002). Među pronađenim stanicama koje su po veličini najmanje, jasno 
možemo razlikovati vibratilne stanice s izraženim bičem (Slika 8B) i progenitorne stanice 
kojima najveći dio stanice zauzima jezgra (Kindred, 1924; Jourdan, 1883; Fontaine i Lambert, 
1977). Pronađene vrste stanica koje podsjećaju na morulu (Slika 8 D – F) su različite vrste 
sferulocita (Théel, 1921; Endean, 1958). Uočeni su bezbojni sferulociti, zeleni sferulociti i 
crveni sferulociti (Endean, 1966; Smith, 1981). Žuti sferulociti nisu pronađeni, kao ni 
kristalne stanice. Moguće je da kristalne stanice nisu uočene jer nije došlo do povećanja 
osmotskog tlaka budući da su organizmi cijelo vrijeme bili u prirodnom mediju (Eliseikina i 
Magarlamov, 2002; Chia i Xing, 1996). 
Na postaji 2, kao što se i očekivalo, dokazane su promjene u staničnom ciklusu. Čak 
kod 5 jedinki nije pronađen stanični ciklus, odnosno uočen je nedostatak S faze, isto kao i 
drugi maksimum koji se odnosi na G2/M fazu. Kod tih 5 jedinki pronađen je samo jedan 
maksimum koji se odnosi na G0 fazu. To ukazuje na zaustavljanje G1 faze ("G1-arrest"), 
vjerojatno zbog oštećenja DNA, do kojeg je došlo uslijed izlaganja organizama zagađivalima 
ispuštenih s broda u plamenu (Bihari i sur., 2003; Bihari i sur., 1999). Kod četiri od tih jedinki 
koeficijent varijacije fluorescencije maksimuma 1 (CV G0/G1) je iznad 9, a kod dvije od tih 
čak iznad 12, što ukazuje na veoma niski integritet DNA posljedično oštećenju DNA (Bihari i 
sur., 2003; Debenest i sur., 2013). S istog tog područja, u dvije jedinke kod kojih je zabilježen 
stanični ciklus, uočeno je da je postotak jezgri u S fazi veći od onih u G2/M fazi. To bi moglo 
ukazivati na odgodu G2 faze ("G2-delay") (Bihari i sur., 1999) što potvrđuje sniženi integritet 
DNA. Do zaustavljanja raznih faza staničnog ciklusa dolazi iz razloga što je mehanizmima za 
popravak DNA potrebno određeno vrijeme da izvrše popravak (Bihari i sur., 1990). Ukoliko 
je broj oštećenja DNA velik, nastupa programirana stanična smrt (Mičić i sur., 2001). 
Dobiveni rezultati poslužiti će kao osnova za daljnja istraživanja u području fiziologije, 
a budući da se može dokazati utjecaj zagađivala na stanični ciklus celomocita trpa, ovaj 
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organizam koji se hrani sedimentom u kojem se akumuliraju zagađivala, može se koristiti u 
ekotoksikološkim istraživanjima kao bioindikatorska vrsta. 
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6. ZAKLJUČAK 
 
Iz dobivenih rezultata i njihove analize moguće je zaključiti slijedeće: 
1) Celomociti trpa Holothuria tubulosa dijele se u celomu. 
2) Kod jedinki izloženim okolišnom pritisku dolazi do promjena u staničnom ciklusu, 
kao što su zaustavljanje G1 faze ("G1-arrest"), odgoda G2 faze ("G2-delay") i 
apoptoza.  
3) Rovinjska luka nije područje pod utjecajem genotoksičnih zagađivala dok je požar na 
brodu UND Adriyatik imao utjecaja na faunu okolnog područja. 
4) Holothuria tubulosa se može koristiti kao bioindikatorski organizam u procjeni 
onečišćenja mora, odnosno analizom celomocita protočnom citometrijom može se 
doći do korisnih informacija o stanju u morskom ekosustavu. 
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